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緒言 
脊椎動物の網膜内光受容体では Phosphodiesterase 
6 (PDE6) が cGMPを特異的に加水分解し、イオンチ
ャネルの閉鎖、続いて細胞膜の過分極を引き起こす
ことで、視覚情報を電気的応答へ変換する。光受容
体は桿体細胞と錐体細胞の 2種類があり、桿体細胞
に局在する PDE6は触媒サブユニット αと β, 2つの
阻害サブユニット γが会合して四量体構造を形成し
ている。一方、錐体細胞の PDE6は 2つの触媒サブ
ユニット α’、2つの阻害サブユニット γ’から四量体
を形成している。PDE6 の遺伝子変異やタンパク質
の変性は先天性常夜盲や色盲といった網膜内疾患の
原因の１つとされている 1)。これまで昆虫細胞や
Xenopus laevis (アフリカツメガエル) 光受容体で遺
伝子組換え技術を用いたヒト PDE6 の発現が報告さ
れているが、PDE6 の詳細な機能及び構造の解明に
は大腸菌による大量発現が望まれる。しかし活性を
維持した PDE6大量発現は成されていない。 
光受容体内で、シャペロンタンパク質であるAryl 
hydrocarbon receptor interacting protein like 1 (AIPL1), 
Heat-shock protein 90, 70, 40 (Hsp90, 70, 40) が桿体
PDE6 のフォールディング、構造安定化、多量体形
成に寄与することが報告された 2)。当研究室のこれ
までの研究で、大腸菌で発現し、精製した Xenopus 
laevis由来のAIPL1, Hsp90, 70, 40は、in vitroでPDE6α’
の活性を増加させることを確認している。そこで一
般的に大量発現が可能である大腸菌を宿主とし、同
一の大腸菌内でAIPL1, Hsp90, Hsp40、PDE6γ’ (Pγ’)
を PDE6α’ (Pα’) と共発現させることで、高い cGMP
加水分解能を維持した可溶性 Pα’の発現を試みた。 
1. 理論と実験 
1.1. 組換えプラスミドの作製・共発現系の構築 
 遺伝子 aipl1 と hsp90 をプラスミド pACYCDuet-1
へ、遺伝子 hsp40 を pET41b(+)へ挿入した。それら
と、遺伝子 pde6α’と pde6γ’が挿入された各組換えプ
ラスミドをTable 1に示す組み合わせで大腸菌BL21 
(DE3) に導入し共発現系を構築した。なお、タグ抗
体で検出するためにシャペロン及び pde6γ’のC末端
側に Strep-tag II配列を PCR法で付加し、単離精製を
行うため pde6α’にはHis-tag配列を付加している。 
Table 1. 共発現系で発現させるタンパク質の組み合わせ 
 
1.2. 共発現系の目的タンパク質の発現確認 
 10 種類の大腸菌株の培養液に発現誘導剤 IPTG 
(終濃度 1 mM) を添加し 15ºCで 24時間振とうする
ことで、目的タンパク質を発現させた。誘導後の菌
体を TBS (50 mM Tris-HCl, pH8.0/ 200 mM NaCl/ 50 
mM Arg/ 50 mM Glu) で懸濁し、超音波で細胞を破砕
しタンパク質を抽出した。その破砕画分と、遠心分
離で分画した可溶性画分に対し、His-tag Monoclonal 
Antibody または Strep-Tactin と、染色液として
NBT/BCIPを用いたWestern Blottingを行い、各目的
タンパク質を検出した。 
1.3. PDE6α’の単離精製及び活性測定 
 1.2 と同様にして得た各可溶性画分を 2.5 mL の
Ni-NTA agarose (Qiagen) を含むカラムに加え、
His-tag 融合 Pα’を担体に結合させた。カラムに 20 
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mM の imidazole を含む TBS を通すことで共発現さ
せたシャペロンと Pγ’, 大腸菌由来の夾雑物を除去
し、250 mM imidazoleを含むTBSでPα’を溶出した。
次に限外ろ過により imidazole の除去と濃縮を行っ
た。各溶液量を合わせ PDE-Glo™ Phosphodiesterase 
Assay Kit 及び Luminescencer PSN を用いて Pα’の
cGMP 加水分解能を測定した。測定環境により値が
大きく変動するため、Pα’単体発現の No.1 を毎回同
時に測定し、No.1に対する相対活性を算出した。 
 
2. 結果及び考察 
2.1. 組換えプラスミドの作製・共発現系の構築 
 
Fig. 1. 導入したプラスミドの電気泳動による確認 (No. 10) 
 各プラスミドを導入した大腸菌株から再びプラス
ミドを抽出し、PCR法によって各遺伝子を増幅した。
Fig. 1に示したNo. 10以外も含め、各目的遺伝子の
DNA 鎖長の位置にバンドが確認されたことから、
Table 1に示した10種の共発現系の構築に成功した。 
2.2. 共発現系の目的タンパク質の発現確認 
 
Fig. 2. 可溶性画分のシャペロン及び PDE6γ’の検出結果 
Fig. 2の各可溶性画分を Strep-Tactinにより検出し
た結果から、シャペロン及び Pγ’の各分子量の位置
にバンドを確認した。さらに細胞破砕画分 (total 
Protein) 中の total Pα’と可溶性画分中の soluble Pα’を
抗His-tag抗体で検出した (Fig. 3)。各共発現株でtotal 
Pα’量に差がみられ、AIPL1共発現時は Pα’存在量が
減少した。Fig. 2Aから、No.1に比べシャペロンによ
り Pα’が可溶化され、特に Pγ’共発現の No.2 が最大
であった。大腸菌内で PDE6 複合体が形成され構造
が安定したことが示唆される。Fig. 2B から、No. 9
と10はNo.2と同程度可溶性としてPα’が得られた。 
 
 
Fig.3. PDE6α’の検出結果 
 2.3. PDE6α’の単離精製及び活性測定 
 
Fig. 4. PDE6α’の cGMP加水分解能 
 Fig. 4より各シャペロン共発現後のPα’の活性が上
昇したことから、AIPL1, Hsp90, 40との相互作用が
Pα’活性体構造の維持に寄与したと言える。Pγ’共発
現は Pα’を最も可溶化させたが (Fig. 3)、活性増加に
は寄与しなかった。網膜内で PDE6 四量体はトラン
スデューシンによりPγ’を解離されて活性体Pα’とな
るが、今実験ではHis-tag精製中に Pγ’を解離され、
それは活性に寄与しなかった。その解離の仕方に Pα’
が活性体にならなかった原因があると考えられる。 
 
3. 結言 
 10 種類の共発現系大腸菌株の作製に成功した。
PDE6γ’による PDE6α’の可溶化促進、及び PDE6α’
の活性へのシャペロンの寄与が確認された。 
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